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1. RESUMEN 
Los perciformes conforman uno de los órdenes de peces que reportan más beneficios 
en la acuicultura mundial, dado su elevado nivel de producción y demanda. En España y 
concretamente en Andalucía, se produce atún, corvina, dorada, lubina y seriola entre otras 
especies de perciformes. El cultivo de estas especies se lleva a cabo generalmente en el mar o 
en zonas intermareales, donde el cambio de la salinidad constituye un factor a considerar en el 
crecimiento de los peces. El sistema endocrino juega un papel importante en la 
osmorregulación mediante diferentes hormonas, como la hormona del crecimiento, el cortisol 
o la prolactina. La caracterización y seguimiento de las hormonas que participan en la 
regulación de este sistema es por tanto de interés en las especies producidas, para valorar su 
capacidad de respuesta y actuar en consecuencia, alcanzando las condiciones óptimas de 
cultivo. En el presente trabajo se lleva a cabo el desarrollo de unos oligos degenerados para la 
identificación y amplificación de la hormona prolactina en perciformes.  
Un oligo (cebador o primer) es una secuencia corta de nucleótidos que hibrida gracias 
a su secuencia con una zona específica del ADN objetivo, de forma que es posible mediante el 
uso de otro oligo de sentido contrario, amplificar una zona delimitada del ADN mediante una 
reacción de amplificación en cadena de la polimerasa (PCR por sus siglas en inglés). Para la 
realización del trabajo, se seleccionaron secuencias codificadoras de prolactina de varios 
perciformes del banco de datos del NCBI y se alinearon mediante la herramienta ClustalW2. 
Las zonas con mayor grado de conservación se utilizaron para el diseño de los cebadores, 
introduciendo degeneraciones en aquellas bases que presentaban diversificación. Se realizaron 
diferentes PCRs para comprobar su capacidad de amplificación en distintas especies de 
perciformes.  
Además, para demostrar su utilidad, se clonó y secuenció la prolactina de corvina 
(Argyrosomus regius), así como se diseñaron cebadores específicos para PCR cuantitativa. 
Mediante esta técnica se realizó la cuantificación de la expresión relativa de prolactina, en 
distintos individuos de corvina que estaban sometidos a diversas condiciones de salinidad 5 
‰, 12‰, 38‰ y 55‰. Los resultados obtenidos demuestran que la expresión relativa de 
prolactina se modifica según las condiciones ambientales a las que esté sometida el individuo, 
mostrándose los valores más altos de expresión en la salinidad más baja y decreciendo con el 
aumento de salinidad.  
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2. SUMMARY 
Perciformes are one of the greatest orders which yields more benefits to world-wide 
aquaculture given its high production grade and large need. Spain is one of the main producers 
of different perciformes species, as tuna, Mediterranean-meagre, gilt-head bream, European 
seabass and greater amberjack, among others. These species are mostly cultivated in the sea 
or intertidal areas, which may influence fish growth and development due to salinity changes. 
Hormones as cortisol, prolactin or growth hormone play an important role in osmoregulatory 
processes, so that identification and monitoring of these hormones in perciformes could 
support an assessment of fish state and modify subsequently cultivating conditions in order to 
achieve the optimal requirements of growing. The current work aims at degenerated primers 
designing, which makes prolactin identification and amplification in perciformes possible. 
A primer is a short sequence made up of nucleotides, which targets and is able to 
hybridize a specific DNA sequence, permitting DNA amplification through Polymerase Chain 
Reaction. Different perciformes DNA-coding sequences were chosen from NCBI gene bank 
and were aligned using ClustalW2 tool. The best conserved regions were selected for primer 
designing and degenerations were included where it was required. Primers amplification 
performance were assessed by various PCR assays in distinct perciformes species. Prolactin 
from Argyrosomus regius was cloned and sequenced to demonstrate primer relevance.  
Quantitative PCR (qPCR) primers were designed from Argyrosomus regius prolactin 
sequence to quantify relative expression of this hormone in different individuals acclimated to 
diverse salinity environment (5‰, 12‰, 38‰ y 55‰). Results display that relative expression 
level of prolactin is modified by salinity environmental conditions, showing the highest values 
of expression at 5 ‰, and gradually diminishing as salinity levels increase. 
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3. INTRODUCCIÓN 
3.1 LA IMPORTANCIA DE LOS PERCIFORMES. 
Los perciformes, o peces tipo perca, se pueden considerar los peces vertebrados 
dominantes con mayor diversidad en los océanos1. Comprenden el mayor orden entre los 
vertebrados con 20 subórdenes, 160 familias, cerca de 1540 géneros y más de 10.000 especies 
abarcando el 36% de los peces clasificados2. A pesar de que los perciformes viven en una gran 
variedad de hábitats (Figura 1)3, desde ríos de agua dulce, lagos  y estanques hasta las 
profundidades del océano, el mayor conjunto de especies se encuentra en ambientes marinos 
cercanos a la costa, especialmente en arrecifes de coral a lo largo de todo el globo. Varían 
ampliamente en tamaño, forma, color, alimentación, crianza y comportamiento migratorio4. 
De hecho, este orden es tan diverso que es posible que las familias contenidas en él no 
provengan de un ancestro común5. A pesar de esto hay algunas características que los 
perciformes comparten, incluyendo entre otras, aletas pectorales laterales, espinas en las 
aletas dorsal y anal, aletas pélvicas en el abdomen con una espina y hasta cinco radios blandos, 
separación de las aletas dorsal y anal con respecto la aleta caudal (que tiene menos de dieciocho 
radios principales) y una mandíbula que puede ser proyectada hacia el exterior para atrapar la 
comida. Los perciformes ocupan posiciones importantes en los ecosistemas, siendo tanto 
predadores como presas y frecuentemente formando parte de relaciones interespecíficas de 












Figura 1. Distribución de perciformes en el mundo. 
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Durante miles de años la importancia de los perciformes ha sido muy significativa para 
los humanos, en relación a su papel como fuente principal de alimento. Por esta causa, la 
sobreexplotación pesquera constituye una seria amenaza para algunas de las especies de 
perciformes6. Esta es, entre otras, una de las razones por la que los perciformes poseen un 
elevado interés comercial en la acuicultura. La acuicultura es, según la Organización de las 
Naciones Unidas para la Alimentación y la Agricultura (FAO), el cultivo de organismos 
acuáticos tanto en zonas costeras como del interior que implica intervenciones en el proceso 
de cría para aumentar la producción. La producción acuícola representa casi el 50% del 
pescado destinado a la alimentación a nivel mundial con 567 especies acuáticas que se cultivan 
actualmente en todo el mundo.  
La producción acuícola mundial puede clasificarse en las categorías de acuicultura en 
aguas continentales, que utiliza generalmente agua dulce, y cultivo marino, que usa la 
producción en el mar, zonas intermareales e instalaciones de producción en base terrestre. 
Para la mayoría de especies acuáticas cultivadas, se han desarrollado y establecido tecnologías 
de reproducción y cría, en estructuras con diferentes grados de complejidad7. 
España se sitúa en el puesto número 20 del ranking mundial en producción acuícola 
con 264.610 toneladas producidas con un valor en su primera venta de 395 M de euros.  Dentro 
de la Unión Europea España ocupa el primer puesto en volumen de producción (un 21% del 
total de la UE) a pesar de que es el quinto considerando el valor de la producción8. La 
principales especies de perciformes producidas en acuicultura en España son la lubina  
(Dicentrarchus labrax) – 14.707 t. (2013), la dorada (Sparus aurata) – 16.795 t. en 2013 y 
durante los últimos años se está desarrollando el cultivo de corvina (Argyrosomus regius) 
1.090 t. en 2014; aunque el principal recurso acuático de producción española es el mejillón 
(Mytilus galloprovincialis)9. 
En Andalucía la acuicultura surge en las salinas y marismas, evolucionando 
posteriormente gracias a la adquisición de conocimientos y tecnología a zonas de acuicultura 
en tierra (89% de zona autorizada, incluyendo zona intermareal y franja continental costera) y 
acuicultura en mar (representada por el 11% de zonas autorizadas llegan a generar el 47% del 
valor económico de la producción andaluza). El tejido empresarial se distribuye 
principalmente en las provincias de Cádiz y Huelva con un total de 118 empresas de las que la 















El valor económico generado en el año 2013 en la comunidad andaluza asciende a un 
total de 51,25 millones de euros, de los que el 88% provienen de producción de engorde y el 
12% restante de fases preengorde (Hatchery o cría para conseguir más ejemplares y Nursery 
para que el alevín alcance el tamaño mínimo para la fase de engorde). Con respecto al total de 
las especies marinas producidas destacan los ejemplares de perciformes siguientes: lubina 








Una vez demostrada la importancia y el impacto de la acuicultura de especies de 
perciformes en España y concretamente en Andalucía es recalcable la trascendencia que posee 
en el futuro de la sociedad. Todos los procesos encaminados a la mejora y desarrollo de las 
instalaciones y técnicas de cultivo tienen un fuerte componente científico-técnico en el que se 
asocian varias disciplinas como la biología, ingeniería y economía siendo de gran relevancia  la 
biotecnología: la bioquímica y biología molecular11. A través del presente trabajo, se pretende 
proveer a las empresas de herramientas moleculares para determinar aspectos de importancia 
en los cultivos marinos, como la determinación de expresión de hormonas reguladoras en 
diferentes condiciones ambientales, ya que esto se traduce en un mejor rendimiento de las 
empresas acuícolas tanto en niveles de producción como en calidad del producto.   
Tabla 1. Información sobre la distribución empresarial dedicada a la acuicultura en Andalucía por provincia10. 
Tabla 2. Datos de producción total en Andalucía  según fase de crecimiento por especie10. 
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La capacidad de adaptación de los peces  y su estado puntual en un ambiente de cultivo 
es importante de monitorizar, ya que así en condiciones óptimas, consiguen una mayor eficacia 
de su morfología y funciones para  asegurar la supervivencia, desarrollo y crecimiento con un 
gasto mínimo de energía. Cualquier variación de estas condiciones óptimas provoca una 
desviación de la homeostasis del organismo o estrés, lo que conlleva una serie de respuestas 
bioquímicas y fisiológicas para tratar de recuperar la homeostasis. Entre los aspectos más 
comunes que producen situaciones de estrés destacan el tamaño de la población, cambios de 
temperatura, cantidad de oxígeno disuelto, pH o la salinidad12. Una de las medidas más 
comunes para controlar el estad0 de los peces en cultivo es el análisis de procesos fisiológicos 
tales como crecimiento, reproducción, osmorregulación, estrés o metabolismo. Para ello se 
realizan análisis de hormonas y metabolitos en plasma, tejido o medidas de la actividad 
enzimática.  
La salinidad es un factor determinante que influye directamente sobre el crecimiento 
de los peces. La mayoría de cultivos en la región suratlántica española se desarrolla en esteros 
por lo que están sometidos a variaciones de salinidad ambiental que suponen situaciones de 
estrés osmótico e iónico para las especies cultivadas13. El control de la capacidad de resistencia 
de los peces ante cambios de salinidad ha sido ampliamente estudiado, prestando especial 
atención a diferentes hormonas que regulan el proceso osmorregulatorio como la hormona del 
crecimiento, la prolactina, el cortisol o arginina-vasotocina.  
En el presente trabajo se diseñan diferentes parejas de cebadores que permiten el 
estudio de la prolactina en peces perciformes, muchos de los cuales son especies de alto valor 
comercial como la dorada o la corvina. De esta forma, se puede ahondar en el conocimiento de 
la función de la prolactina en especies de cultivo, así como desarrollar técnicas aplicadas para 
su medición y evaluación del estrés ambiental en peces. 
3.2 PROLACTINA 
3.2.1 INTRODUCCIÓN 
La hormona prolactina (PRL) fue descubierta por primera vez como un factor  de la 
pituitaria anterior capaz de estimular la producción de leche en mamíferos. Ahora se sabe que 
la PRL tiene más de 300 funciones en los vertebrados14,15. No se puede generalizar las acciones 
de la PRL en todos los peces ya que existe una variabilidad interespecífica. En los peces, la PRL 
tiene un rol principal como agente osmorregulador, impidiendo la pérdida de iones y la 
absorción de agua16–18. La mayoría de efectos observados de la PRL en el equilibrio 
hidromineral son específicos de peces eurihalinos, debido a que soportan más cambios en el 
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agua y electrolitos, crecimiento y desarrollo, endocrinología y metabolismo, cerebro y 
comportamiento, reproducción e inmunoregulación y protección19.  
3.2.2 ESTRUCTURA 
La PRL es una hormona adenohipofisiaria sintetizada como una prohormona de 
longitud variable (entre 170 y 205 aminoácidos (aa)) según la especie, con péptidos señal de 
23-24 aa. En teleósteos, presenta dos puentes disulfuro, uno menos con respecto la PRL de 
mamíferos y otros peces, lo que parece hacerla responsable de su mecanismo 
osmorregulador15,20. 
La PRL se encuentra estructuralmente relacionada con la hormona del crecimiento y la 
somatolactina, habiendo indicios de que provienen de un gen común ancestral a partir del cual 
se diversificó tras dos duplicaciones génicas21, 22. 
Con respecto su estructura se observan cuatro dominios conservados en los 
vertebrados,  dos de ellos en mayor grado, sugiriendo que son responsables de las funciones 
comunes de PRL en los vertebrados23. Se han encontrado dos isoformas, PRL188 y PRL177, en 
algunos teleósteos, presentando la primera mayor grado de similitud con otras especies de 
peces. Las diferencias estructurales entre ambas se deben a dos deleciones próximas a dos 
residuos de cisteína que parecen estar implicados en la formación del primer enlace disulfuro, 
confiriendo así diferente actividad a cada isoforma15,24. La primera responde de forma más 
robusta a una caída en la osmolalidad extracelular mientras que la segunda posee actividad 
somatotrópica25. Las dos isoformas coexisten en las mismas células del pars rostral distalis en 
Oreochromis mossambicus, incluso en los mismos gránulos secretores, sugiriendo que su 
significado biológico no es una función de liberación diferencial de un tipo particular de 
granulo secretor. 
3.2.3 DISTRIBUCIÓN Y PRODUCCIÓN 
La PRL principalmente se sintetiza por células secretoras de PRL o lactotropas26. Estas 
se encuentran en la pituitaria, una glándula endocrina bajo la influencia de células nerviosas 
especializadas, compuesta de tejido neural (neurohipófisis) y epitelial (adenohipófisis)27. Las 
células secretoras de PRL forman una masa definida dentro del pars rostral distalis en la 
mayoría de pituitarias de teleósteos28. Sin embargo algunas células PRL se han identificado en 
la pars proximal distalis y la pars intermedia. Estas células osmorreceptoras se hinchan en 
respuesta a ambientes hipoosmóticos y activan la liberación de PRL mediante cascadas de Ca2+, 
y canales iónicos activados por estiramiento29. La expresión del gen de la PRL se ha 
demostrado en la pituitaria, intestino, hígado y gónadas de Sparus aurata y Carassius auratus 
donde además se ha detectado expresión en riñón, bazo, branquias, músculos, y cerebro21. Se 
sabe que la regulación de la síntesis y liberación de la PRL en la pituitaria está influenciada por 
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neurohormonas hipotalámicas, esteroides sexuales, factores plasmáticos de otros tejidos y 
osmolalidad24, 30. Se propone que la  PRL puede actuar de manera autocrina o paracrina en 
estos tejidos extrapituitarios y suponen un área interesante para futuras investigaciones23,31.  
3.2.4 FUNCIONES 
i. OSMORREGULACIÓN  
La influencia de la PRL en adaptación a agua dulce varía entre de las especies y según 
la salinidad ambiental32,33. Los niveles de expresión genética, síntesis, secreción y niveles 
plasmáticos de PRL aumentan en la exposición ante agua dulce en la mayoría de teleósteos 
eurihalinos29,34,35. Los niveles en la pituitaria y en plasma de PRL se incrementan durante la 
adaptación a agua dulce, disminuyendo la captación de agua y aumentando retención de iones 









Estos efectos son el resultado de alteraciones en la permeabilidad de superficies 
osmorreguladoras (branquia, piel, riñón, intestino y vejiga urinaria) y los mecanismos de 
transporte de iones (Figura 2)36. La PRL188 tiene un efecto dosis dependiente a diferencia de la 
PRL177 en agua salobre, mientras que ambas parecen ser igualmente eficientes en la prevención 
de perdida de Na+ y Cl- plasmático y manteniendo la osmolalidad plasmática  en agua dulce. 
Su acción se realiza en los principales órganos osmorregulatorios, como en branquias (regulan 
bombas ATPásicas de Na+ y K+ en células cloruro disminuyendo su permeabilidad osmótica), 
riñón (aumenta la reabsorción de Na+ y excreción de agua), intestino (aumenta o disminuye la 
absorción de agua e iones, según la especie), la vejiga urinaria de peces eurihalinos marinos o 
en la piel (aumenta la secreción de moco impidiendo el trasiego de moléculas)15,26,34. En la 
siguiente tabla20 se resumen los efectos en estos órganos: 
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En los peces se atribuyen varias funciones a la PRL en el sistema inmune, como la 
regulación de la actividad fagocítica de los leucocitos, la proliferación de leucocitos en 
Oncorhynchus keta y los niveles circulatorios de IgM en Oncoorhyncus mykiss. Además la 
PRL es capaz de inducir la producción de especies reactivas de oxígeno mediadas por la 
NADPH oxidasa en Sparus aurata así como inducir la expresión de las citoquinas 
proinflamatorias IL-1b y TNF-a por la vía de señalización NF-kB. Animales hiposectomizados 
son deficientes en respuestas mediadas por linfocitos B y T que son restauradas mediante 
inyecciones de PRL21,23,37.  
iii. CRECIMIENTO Y DESARROLLO 
En un estudio realizado en Danio rerio donde se inhibió in vivo la traducción temporal 
de PRL, se observaron múltiples defectos morfológicos durante el desarrollo embrionario, 
relacionando la falta de PRL con problemas en organogénesis38. Se sabe además que el gen de 
la PRL y su receptor se expresa activamente en varios modelos animales durante el remodelado 
tisular39. Además, los niveles de ambas isoformas se encentran regulados durante el desarrollo 
de forma diferente y en respuesta a alteraciones de la salinidad ambiental. También se 
Efectos de la PRL en los órganos osmorregulatorios 
Órgano Efecto de la PRL 
Branquias 
↓ Eflujo Na+ y Cl- 
↓ Actividad Na+, K+-ATPásica 
↓ Número y tamaño de ionocitos α 
↑ Número de ionocitos β 
↓ Permeabilidad e influjo de H2O 
↑ Secreción de moco 
Riñón 
↑ Tamaño glomerular y velocidad de filtración 
↑ Reabsorción de Na+ 
↑ Actividad Na+, K+-ATPásica 
↑ Volumen de orina 
Intestino 
↓ Absorción de H2O 
↓ Absorción de Na+ y Cl- 
↓ Actividad Na+, K+-ATPásica 
↑ Secreción de moco 
Vejiga urinaria 
↓ Absorción de H2O 
↑ Actividad Na+, K+-ATPásica 
↑ Absorción de Na+ 
Piel 
↓ Permeabilidad del H2O 
↓ Transporte iónico 
↑ Secreción de moco 
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encuentra la isoforma PRL2 que se expresa fundamentalmente en el ojo y cerebro de Danio 
rerio pero no en la pituitaria; probablemente representa un rol importante en el desarrollo de 
la retina40. Además la PRL177 muestra efectos somatotrópicos en varias especies de teleósteos. 
En algunos peces eurihalinos la PRL puede inducir la proliferación de células intestinales, así 
como afectar al crecimiento y morfología de los ionocitos23, 41.  
iv. REPRODUCCIÓN Y COMPORTAMIENTO 
Se ha sugerido que la PRL presenta un rol que estimula el cuidado parental de algunas 
especies de gasteroideos y cíclidos. Los niveles plasmáticos de PRL en Oreochromis niloticus 
se ven incrementados durante el comportamiento maternal, lo que sugiere un control 
hormonal de este comportamiento42.  Se han observado variaciones  en los perfiles plasmáticos 
y pituitarios de PRL en Oreochromis niloticus que aparentan depender de la cinética del 
desarrollo ovárico con un papel en el inicio de la vitelogénesis43. Además los niveles de PRL 
parecen estar implicados en muchas más funciones como en el desarrollo de ciclos 
reproductivos, comportamiento en la incubación o alimentación de los alevines23,30. También 
se ha reportado que la PRL estimula la esteroidegénesis en ovarios y testículos, así como 
incrementos en los niveles de ARNm de PRL y PRL en plasma durante la maduración sexual en 
salmónidos y tilapia21,22.  
El desarrollo de unos cebadores degenerados para la amplificación del gen de la PRL 
en las especies de perciformes puede fomentar la aparición de diferentes aplicaciones. Gracias 
a los oligos se pueden caracterizar genes de PRL en diferentes perciformes de interés comercial, 
mediante herramientas moleculares, como determinación de niveles de hormona circulante 
por ensayos de inmunoadsorción (ELISA) o de niveles de expresión por PCR cuantitativa 
(qPCR). El conocimiento generado además puede conllevar el desarrollo de futuras líneas de 
investigación, encaminadas al clonaje en vectores de expresión para el desarrollo de 
anticuerpos o estudios filogenéticos comparativos. Este proyecto se ha llevado a cabo en 
colaboración al grupo de investigación del Catedrático Juan Miguel Mancera Romero 
(Departamento de Biología, Facultad de Ciencias del Mar y Ambientales, Universidad de 
Cádiz) en la que se propuso trabajar con el gen de la PRL de corvina (Argyrosomus regius), 
para su aislamiento, secuenciación y cuantificación en diferentes condiciones de salinidad. 
OBJETIVOS 
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4. OBJETIVOS 
 
El objetivo global que se propone en el presente trabajo se centra en el diseño de dos 
pares de cebadores degenerados para la amplificación específica de prolactina en distintas 
especies de perciformes. Este objetivo global puede desglosarse en los siguientes objetivos 
específicos:  
 
i. Búsqueda de secuencias conocidas de perciformes y alineamiento para encontrar 
una secuencia de prolactina consenso de perciformes. 
 
 
ii. Diseño de dos parejas de cebadores degenerados que amplifiquen el gen de la 
prolactina de perciformes.  
 
 
iii. Clonaje y secuenciación del gen de prolactina en Argyrosomus regius. 
 
 
iv. Diseño y puesta a punto de oligos específicos de PCR cuantitativa que permita la 
cuantificación de ARNm de prolactina en Argyrosomus regius. 
 
 
v. Cuantificación de ARNm de prolactina en muestras de Argyrosomus regius 
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5. ENSAYOS Y RESULTADOS 
En este punto se detallará en primer lugar la metodología usada para alcanzar los 
objetivos propuestos, así como el material utilizado en cada uno de los pasos. Para ello se han 
dispuesto diferentes subapartados estructurados según se obtiene la consecución de cada 
objetivo. Más adelante se expondrán los resultados obtenidos en cada uno de los experimentos 
así como la discusión que surge a partir de los datos generados, siguiendo el mismo esquema 
para su desarrollo. 
La organización realizada es la siguiente: 
i. Generación de bases de datos de genes de prolactina en perciformes, árbol 
filogenético y alineamiento de secuencias. 
ii. Diseño de cebadores degenerados y verificación de su capacidad de amplificación 
de prolactina. 
iii. Clonaje de ADNc de prolactina de  corvina (Argyrosomus regius). 
iv. Diseño de cebadores para cuantificación de ARNm de prolactina mediante PCR 
cuantitativa (qPCR). 
v. Cuantificación de ARNm de prolactina de Argyrosomus regius crecida en 
diferentes condiciones de salinidad. 
 
5.1 MATERIAL Y MÉTODOS 
i. GENERACIÓN DE BASES DE DATOS DE GENES DE PROLACTINA EN PERCIFORMES, 
ÁRBOL FILOGENÉTICO Y ALINEAMIENTO DE SECUENCIAS. 
Se llevó a cabo la recopilación de un total de 47 secuencias a partir de la base de datos 
de secuencias génicas Nucleotide (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/) perteneciente al 
National Center for Biotechnology information (NCBI). Los parámetros utilizados restringían 
la búsqueda a prolactina perteneciente al orden perciformes o a la infraclase teleosteii.  
Del total de las 47 secuencias, 22 pertenecían a perciformes. Se elaboró un árbol 
filogenético con secuencias completas de ADN codificante de prolactina (CDS, coding DNA 
sequence)  y otro con la secuencia aminoacídica para confirmar la proximidad de las secuencias 
de PRL de las especies de perciformes entre sí. 
Para la construcción de los árboles filogenéticos se utilizó la herramienta online 
Phylogeny (http://www.phylogeny.fr/) que proporciona el Laboratoire d’Informatique, de 
Robotique et de Microélectronique de Montpellier (LIRMM).  
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Por último, se seleccionaron 15 secuencias CDS de las 22 obtenidas de PRL de 
perciformes (las 7 restantes se eliminaron por corresponder a isoformas), para su comparación 
entre sí y observar su grado de similitud.  El análisis se llevó a cabo en el software ClustalW2 
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/) perteneciente a los servicios online del 
European Molecular Biology Laboratory. El alineamiento generado con MegAlign se 
encuentra en la sección A del apéndice, con las zonas resaltadas donde se diseñaron los 
cebadores. 
 
ii. DISEÑO DE CEBADORES DEGENERADOS PARA LA AMPLIFICACIÓN DE PROLACTINA DE 
PERCIFORMES. 
A partir de la información obtenida de alineamiento se procede a diseñar varias parejas 
de cebadores en las zonas de mayor homología entre las 15 secuencias. Para ello, una vez 
identificadas las zonas con menor variabilidad interespecífica, se diseñan los posibles 
cebadores  en sentido directo (forward) y en sentido inverso (reverse). Una vez diseñados los 
oligos candidatos, se analizaron con el programa Oligo Analyzer 1.1.2, desarrollado por el 
Instituto de Ciencia Molecular de la Universidad de Kuopio (Finlandia), para elegir los que 
presentaran mejores características: baja diferencia de temperatura de fusión e hibridación, 
formación impedida de dímeros de primer y un contenido en %GC cercano al 60%, además de 
la presencia de 3 bases GC en la zona de anclaje 5’. 
Se diseñaron en total dos parejas de cebadores, una más externa (Pr Ext Fw y Rev) y 
otra más interna (Pr Int Fw y Rev). Debido a que la secuencia no presentaba un 100% de 
consenso en todas las bases de las zonas elegidas para el diseño de los oligos, se optó por incluir 







Una vez diseñadas las parejas de cebadores, se procedió a la verificación de su 
capacidad de amplificación mediante diferentes reacciones en cadena de la polimerasa (PCR). 
Los fragmentos esperados de la amplificación se muestran en la figura 3. El ADN molde 
utilizado en este apartado se trata de ADNc de PRL de dorada (Sparus aurata). Este se 
Figura 3. Esquema de amplificación con los oligos externos: Pr Ext Fw y Rev (azul) e internos Pr Int Fw y Rev (naranja). 
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encuentra insertado en el plásmido pBlueScript® SK (-) en células de Escherichia coli  cepa 
DH5-α. Esta muestra fue proporcionada amablemente por el Dr. Antonio Astola González.  
Para el aislamiento del plásmido que contenía la prolactina de dorada, se realizó un 
cultivo de la muestra conservada en placas de LB (1% triptona, 0.5% extracto de levadura, 1% 
NaCl) con ampicilina (100 µg/ml), y se dejó crecer 24 horas a 37ºC en un incubador (Heraeus 
B-6120). A partir de este cultivo se seleccionaron colonias individuales para crecerlas en 5 ml 
de LB líquido suplementado con ampicilina y se incubó toda la noche con agitación (200 rpm) 
a 37ºC en un incubador Labshaker (Kuhner AG). Para el aislamiento del plásmido a partir del 
cultivo, se utilizó  el kit Nucleospin® Plasmid (Macherey-Nigel) siguiendo el protocolo 
proporcionado en el kit. El plásmido aislado se diluyó diez veces en agua libre de nucleasas 
(Ambion). 
Una vez se tuvo aislado el plásmido pBlueScript® con el inserto de PRL de dorada se 
procedió a realizar una PCR utilizando los cebadores degenerados que se diseñaron 
previamente. Para la reacción de PCR se utilizó, según instrucciones del fabricante, el kit 
comercial One Taq 2x Master Mix with Standard Buffer (New England Biolabs),  que contenía 
todos los reactivos necesarios para el desarrollo de la PCR a excepción de los oligos y el ADN 
molde.  Se realizaron dos experimentos de amplificación. 
I. Amplificación a partir del plásmido aislado de dorada. 
En el primer ensayo se realizaron dos PCR diferentes usando los cebadores externos 
en la primera (PCR1) y los cebadores internos en la otra (PCR2), con un tamaño esperado 
de amplificación de 529 y 472 pb respectivamente, tal y como se indica en la figura 3. La  
reacción de amplificación se desarrolló en un termociclador Mastercycler® Personal 
(Eppendorf) con las condiciones expresadas en la tabla 4. 
Tabla 4. Condiciones de temperatura y tiempo utilizadas en las PCRs. 
 
 
Programa de amplificación de PCR 
Proceso Temperatura Tiempo 
Desnaturalización inicial 95º C 5 min 
30 ciclos 
Desnaturalización 90º C 15 s 
Hibridación  55ºC  30 s 
Extensión 68º C  30 s 
Extensión final 68º C 5 min 
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Seguidamente se realizó una electroforesis en un gel de TBE x 0,5 (Tris 0,9 M, ácido 
bórico 0,9 M, EDTA 20 mM, pH= 8) al 1 %  en agarosa  de 100 ml con 10 µl de bromuro de 
etidio (10 µg/µl), en una cubeta de Bio-Rad conectada a una fuente electroforética 
PowerPac Basic (Bio-Rad). Se cargaron 10 µl de cada reacción resultante de PCR junto a 2 
µl de tampón de carga x6 (glicerol 15%, 0,1% bromofenol, 0,1% xilencianol) y se mantuvo 
a 55 V, amperaje libre, durante 1 hora y 30 minutos. Se fotografió el gel en una cámara 
ultravioleta BioDoc-It® 210 – Imaging Systems (UVP). 
 
II. Reamplificación a partir del producto obtenido en PCR1 
En el segundo ensayo se realizaron varias combinaciones de los cebadores para 
comprobar la especificidad de amplificación, utilizando como molde de partida uno de los 
productos de la PCR anterior. Se usaron el primer externo forward con el interno reverse y 
el interno forward con el externo reverse, además de una reamplificación con los cebadores 
internos, generando así fragmentos de diferentes tamaños y más específicos. 
Las  condiciones de amplificación fueron las mismas que las anteriormente 
mencionadas. La verificación de la amplificación se llevó a cabo mediante una 
electroforesis en gel de agarosa, de la misma forma que en el experimento anterior y quedó 
documentado. 
iii. CLONAJE DE ADNC DE PROLACTINA DE  CORVINA (Argyrosomus regius). 
En este apartado, se comienza a trabajar con material genético de Argyrosomus regius 
(corvina). Una vez probada la eficacia de los cebadores en la amplificación de PRL en Sparus 
aurata, los cebadores degenerados se utilizaron para intentar clonar el ADNc de PRL de 
corvina para su secuenciación, ya que es una de las especies de gran interés en la acuicultura, 
en colaboración con el grupo del Catedrático Juan Miguel Mancera Romero del Departamento 
de Biología de la Facultad de Ciencias del Mar  y Ambientales de la Universidad de Cádiz. Para 
el clonaje del ADNc, se procedió a retrotranscribir ARNm de PRL de Argyrosomus regius,  para 
posteriormente amplificarlo utilizando los cebadores degenerados. Estos fragmentos 
amplificados, una vez insertados en plásmidos se secuencian.  
En primer lugar para poder comprobar que los oligos diseñados amplificaban la PRL 
de Argyrosomus regius, era necesario conseguir una muestra de ADN de corvina. Para ello, se 
utilizaron unas muestras, cedidas amablemente por el grupo del Catedrático Juan Miguel 
Mancera, que contenían una extracción de ARN total de tejido hipofisario de corvina. A 
continuación se detalla el paso de retrotranscripción para obtener ADNc de PRL de corvina. 
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I. Retrotranscripción 
Para este experimento se utilizó el kit comercial SuperScript® III First-Strand 
Synthesis System for RT-PCR (Invitrogen|Life Technologies). El ARN de corvina consistía 
en cuatro muestras de diferentes individuos, cada uno de los cuales había sido aclimatado 
a distinta salinidad ambiental (5 ‰, 12 ‰,  38 ‰, y 55 ‰). Como se demuestra en la 
bibliografía16,20,32, los niveles de expresión de ARNm de PRL pueden verse afectados por la 
salinidad ambiental debido a su función osmorregulatoria, por lo que se decidió hacer un 
pool con las cuatro muestras de ARN total para llevar a cabo la retrotranscripción y así 
tener un nivel medio de ARNm de PRL expresado. La reacción se llevó a cabo en el 
termociclador Mastercycler® Personal (Eppendorf) según las directrices del manual 
proporcionado por el fabricante, utilizando dos estrategias: cebadores oligo dT (cuya 
secuencia de poli-T hace que hibride en la zona 3’ poli-A del ARNm) y cebadores aleatorios 
de seis nucleótidos (son cebadores cortos que hibridan en zonas del ADN al azar), además 
de un control positivo de β-actina de células HeLa con oligo dT, que sirve para verificar el 
correcto funcionamiento del proceso de retrotranscripción.  
Una vez realizada la retrotranscripción (con oligos dT [odT], hexámeros de 
nucleótidos aleatorios [rhx] y el control de β-actina [HeLa]) se procedió a amplificar el 
ADNc de PRL de corvina resultante mediante una PCR con las condiciones ya aplicadas en 
los casos anteriores. Los cebadores utilizados para odT y rhx fueron la pareja de cebadores 
externos (Pr Ext Fw y Pr Ext Rev) y en el caso de la β-actina los suministrados en el kit. 
Para observar los resultados obtenidos en la PCR se llevó a cabo una electroforesis en gel 
de agarosa desarrollada del mismo modo que para las reacciones de amplificación 
anteriores. 
Por último, se utilizó el producto de amplificación obtenido del ADNc 
retrotranscrito con los cebadores aleatorios de seis nucleótidos (PCR rhx) para realizar una 
amplificación con los cebadores internos además de una combinación de cebadores 
externos e internos, con el fin de aumentar la especificidad de la amplificación.  Las 
condiciones de amplificación no se variaron con respecto las PCRs anteriores. El gel 
resultante se fotografió en la cámara UV.   
II. Clonaje del ADNc de PRL de corvina 
Una vez conseguido el ADNc de la PRL de corvina en el apartado anterior se 
prosiguió con la clonación de este ADNc para su secuenciación. Para ello se seleccionó el 
kit de clonación Thermo Scientific CloneJET PCR Cloning Kit (Life Technologies), y la 
reacción se estableció según las indicaciones del distribuidor. Se ligó 1 µl de distintos 
fragmentos amplificados de ADNc de PRL de corvina con pJET 1.2/blunt. El plásmido pJET 
ENSAYOS Y RESULTADOS. MATERIAL Y MÉTODOS 
 
 
    Página | 18  
1.2/blunt contiene el gen bla que confiere resistencia a la ampicilina y el gen eco47IR, un 
gen letal que es interrumpido en caso de que la ligación se realice con éxito, lo que permite 
la selección positiva de bacterias transformantes en medio selectivo. 
Seguidamente se realizó la transformación de células Escherichia coli cepa DH5-α 
con el producto de ligación. Para ello se siguió el protocolo proporcionado en el kit 
Subcloning EfficiencyTM DH5αTM Competent Cells (Invitrogen|Life Technologies). Las 
células transformadas se sembraron en extensión en placas de LB con ampicilina y se 
incubaron durante toda la noche a 37ºC. 
 De cada reacción de transformación se escogieron 5 colonias individuales y se 
sembraron en 3 ml de medio LB con ampicilina, y se dejaron 24 h a 37ºC a 200 rpm. Los 
plásmidos clonados se aislaron a partir del cultivo mediante el kit de extracción por 
columnas Isolate II Plasmid Minikit (BioLine), tal como se especifica en el manual del 
fabricante. Los plásmidos aislados se recogieron en tubos eppendorf de 1,5 ml y se realizó 
una dilución 1:20 en agua libre de nucleasas. Se almacenaron a -18ºC hasta su uso. 
Para verificar que contienen el ADNc de PRL de corvina insertado se realizó una 
amplificación con los cebadores degenerados de PRL, utilizando la combinación de 
cebadores pertinente para cada fragmento inserto en el plásmido con las condiciones de 
amplificación detalladas anteriormente. El resultado se verificó en un gel de agarosa que 
queda documentado más adelante.  
 
III. Secuenciación 
Los plásmidos que contenían el inserto se cuantificaron utilizando un 
espectrofotómetro  NanoDrop 2000  Spectophotometer (Thermo Scientific). Se eligieron 
las 3 extracciones de plásmidos más aptas para la secuenciación de cada ADNc, en función 
de su ratio A260/A280 y su concentración.  De este modo, se dispusieron 1000 ng de los 
distintos plásmidos aislados en 10 µl de agua libre de nucleasas (Ambion) y 1 µl (10µM) de 
cebadores específicos de pJET1.2: forward (5’-CGACTCACTATAGGGAGAGCGGC-3’) para 
la secuenciación en sentido directo o  reverse (5’-AAGAACATCGATTTTCCATGGCAG-3’) 
para la secuenciación de la hebra complementaria.  Las muestras se enviaron a secuenciar 
a la empresa STAB VIDA, Lda. 
 




 ENSAYOS Y RESULTADOS. MATERIAL Y MÉTODOS. 
 
Página | 19 
iv. DISEÑO DE CEBADORES PARA CUANTIFICACIÓN DE ARNm DE PROLACTINA MEDIANTE 
PCR CUANTITATIVA (qPCR). 
A partir de la PRL de corvina secuenciada, gracias al uso de los oligos degenerados para 
la amplificación de PRL en perciformes, se pueden diseñar nuevos cebadores, específicos de 
PRL de corvina para la detección y cuantificación de ARNm mediante PCR cuantitativa. La 
principal diferencia en las características de estos cebadores con respecto a los utilizados en 
una PCR convencional, es que la longitud del producto amplificado debe de ser más corta (60 
- 100 pb). Atendiendo a las consideraciones que se deben realizar en el diseño de cebadores 
especificadas en el apartado ii. y utilizando el software PrimerExpress® v 3.0.1 (Life 
Technologies) se diseñaron tres parejas de cebadores para cuantificación.  
Con el fin de analizar qué pareja de cebadores proporcionaba mejor calidad en los 
resultados de amplificación se realizaron dos PCRs cuantitativas. Previamente a estas qPCR, 
se realizó una nueva retrotranscripción de una mezcla de 500 ng de ARN total, usando las 
cuatro muestras mencionadas anteriormente, con qScriptTM cDNA Synthesis Kit (Quanta 
BioSciences), siguiendo el protocolo del fabricante. El ADNc sintetizado se utilizó como molde 
para las qPCRs. 
Ambas qPCRs se realizaron utilizando PerfeCTaTM SYBR®Green FastMixTM (Quanta 
BioSciences), que incluye todos los reactivos necesarios para la cuantificación a excepción de 
los cebadores y el ADN molde. Las reacciones de amplificación se llevaron a  cabo en el equipo 
Mastercycler®epgradient S Realplex2 y el diseño del programa de amplificación mediante el 
software Realplex  (Eppendorf, version 2.2). El volumen de reacción total fue de 10 µl, 
distribuidos en placas de 96 pocillos (Eppendorf). 
En la primera qPCR realizada se analizaron las condiciones óptimas de concentración 
para cada pareja de cebadores diseñadas para qPCR. Las condiciones evaluadas fueron: 
concentración del primer (200 nM y 400 nM) y temperatura de hibridación/extensión 
mediante gradiente (de 56ºC a 62ºC). En todos los casos se utilizaron 4 µl de ADNc (1,25 ng/µl), 
0,5 µl primer forward, 0,5 µl primer reverse y 5 µl PerfeCTaTM SYBR®Green FastMixTM. El 
programa de amplificación se muestra en la tabla 5. 
En la segunda qPCR se estudió la eficiencia y el coeficiente de regresión (r2) para cada 
pareja de cebadores, para la temperatura y concentración óptimas de cada oligo específico, 
obtenidas en el apartado anterior. Para ello se realizó  una dilución seriada del ADNc, 
añadiendo por triplicado diferentes cantidades de ADNc (5 ng, 2,5 ng, 1,25 ng, 0,625 ng, 0,3125 
ng y 0,1505 ng), además de un triplicado con ARN total sin retrotranscribir y un triplicado de 
control sin molde. Las condiciones de amplificación para ambas qPCRs quedan reflejadas en 
la siguiente tabla. 
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Tabla 5. Condiciones de amplificación para qPCR. 
 
v. CUANTIFICACIÓN DE ARNM DE PROLACTINA DE Argyrosomus regius ACLIMATADA 
A DIFERENTES CONDICIONES DE SALINIDAD. 
Obtenida la pareja de oligos específicos con mejores condiciones para la cuantificación 
de ARNm de PRL de Argyrosomus regius, se procedió a su cuantificación en un conjunto de 
muestras de ARN total, procedentes del grupo de Juan Miguel Mancera, que correspondían a 
una extracción a partir de hipófisis de especímenes juveniles de corvina, mantenidos durante 
21 días en las siguientes condiciones de salinidad: 5‰ (ambiente hipoosmótico), 12‰ 
(ambiente isoosmótico), 38‰ (salinidad de agua marina) y 55‰ (ambiente hiperoosmótico). 
Las muestras proporcionadas contenían entre 4 y 6 replicados biológicos de cada salinidad. 
Tras evaluar la concentración y ratio de las muestras de ARN mediante espectrofotometría UV-
Vis en el equipo NanoDrop 2000 (Thermo Scientific) se realizó la retrotranscripción mediante 
el kit qScriptTM cDNA Synthesis (Quanta BioSciences), según las condiciones ya descritas. 
La cuantificación mediante qPCR se desarrolló en las mismas condiciones que en la 
qPCR2 (utilizada para seleccionar la mejor pareja de cebadores en sus parámetros óptimos). 
El volumen total de reacción era de 10 µl (5 µl PerfeCTaTM SYBR®Green FastMixTM, 4 µl ADNc 
(1,25 ng/µl) y 1 µl de cebadores específicos (PRL3) a 200 nM. Se realizaron triplicados de cada 
muestra y se añadieron dos controles negativos, ARN total sin retrotranscribir (5 ng por 
reacción) y agua estéril para detectar posible contaminación por ADN genómico o artefactos 
como dímeros de primer.  Para el diseño de las placas se utilizó la β-actina de corvina como 
control interno (gen housekeeping) para comprobar el nivel de expresión (la diferencia entre 
el número de ciclos con la PRL). Los cebadores utilizados para β-actina fueron proporcionados 
por el grupo de Juan Miguel Mancera y fueron los siguientes Fw: 5’ – 
ATCCACCATGAAGATCAAGA – 3’ y Rev: 5’ – GCTGGAAGGTGGACAGAGAG – 3’ con una 
eficiencia de 1 y un r2 igual a 0,99. Debido al amplio número de muestras se usó también un 
Programa de amplificación en qPCR 
Proceso Temperatura Tiempo 
Desnaturalización inicial 90º C 10 min 
40 ciclos 
Desnaturalización 90º C 20 s 
Hibridación y 
Extensión 
56ºC a 60ºC – qPCR1 
60º C – qPCR2 
30 s 
Curva de melting 60º C a 95º C 20 min 
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calibrador para poder comparar las distintas placas de cuantificación entre sí. Este calibrador 
está formado por una mezcla de todos los ADNc cuantificados para el gen de la PRL de corvina. 
 En este caso se utilizará un método de cuantificación relativa, que  describe el cambio 
en la expresión del gen estudiado en relación a un grupo de referencia, como un control o una 
muestra al inicio del cultivo. Se obtiene el número de ciclo umbral (CT) de una muestra, que es 
el número de ciclo al que se alcanza la cantidad de ADN mínima que emite una intensidad de  
fluorescencia  superior al límite mínimo programado, con el fin de evitar la señal de fondo. 
Este se compara con el CT del control interno o gen housekeeping (la β-actina), que sirve para 
normalizar la cantidad de ARN retrotranscrito a ADNc. Con este método, los datos de 
cuantificación se presentan como un múltiplo del cambio en la expresión génica normalizado 
con un gen endógeno de referencia y en relación al control (calibrador). 
En concreto, el dispositivo se programó para que usara el método ΔΔCTpara el cálculo 
de la expresión de cada gen relativa a la expresión de la β-actina y del calibrador de modo que44: 
2- ΔΔCT = 2-(ΔCT muestra - ΔCT calibrador) = 2-[(CT muestra - CT gen housekeeping) - (CT calibrador - CT gen housekeeping)] 
La diferencia en el nivel de expresión (ΔΔCT) queda definida entonces como la variación 
entre el incremento del ciclo umbral de la muestra con respecto el incremento del valor de ciclo 
umbral del calibrador, de esta forma se pueden comparar los niveles de expresión obtenidos 
en distintas placas de cuantificación. Ambos incrementos de CT se miden con respecto el gen 
de control interno, que es el que permite comparar la variación de la expresión de la PRL con 
respecto la β-actina, ya que esta última se mantiene constante en el tejido hipofisiario a 
distintas salinidades ambientales. 
 ANÁLISIS ESTADÍSTICO  
Los datos obtenidos en la cuantificación se analizaron para la detección de outliers 
mediante el test de Grubbs en la plataforma QuickCalcs de GraphPad Software 
(http://graphpad.com/quickcalcs/grubbs1/). Tras no detectar ningún valor atípico los datos 
se  trataron con un test de análisis de la varianza (ANOVA) mediante el programa Statgraphic 
Plus para W5.1, tomando como factor la salinidad y la variable dependiente el  nivel de 
expresión relativo. Asimismo, el test de Tukey para la comparación entre grupos 
significativamente diferentes para P<0,01, identificándose tres grupos distintos, designados 
como a, b y c.  
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Figura 4. Árbol filogenético de las secuencias de CDS de PRL en distintos órdenes de peces. 
5.2 RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
i. GENERACIÓN DE BASES DE DATOS DE GENES DE PROLACTINA EN PERCIFORMES, ÁRBOL 
FILOGENÉTICO Y ALINEAMIENTO DE SECUENCIAS. 
Dentro del banco de secuencias generado se obtiene una clara homología entre las 
secuencias de PRL pertenecientes a los perciformes, observando los resultados de los árboles 
filogenéticos tanto para las CDS como para las secuencias aminoacídicas de todos los genes (y 
sus respectivas proteínas) analizados. En la figura 4 se muestra el árbol generado a partir de 
las CDS de PRL. 
Como se puede apreciar, todas las especies de perciformes se encuentran agrupadas 
dentro de una misma rama del árbol (exceptuando dos perciformes cuya secuencia utilizada se 
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Gracias a estos resultados se escogieron las 15 secuencias (tabla 6) de CDS utilizadas 
para el alineamiento.  
Tabla 6. Secuencias utilizadas en el alineamiento para la búsqueda de zonas conservadas en el CDS de PRL de perciformes. 
 
El resultado obtenido del alineamiento con ClustalW2  se muestra en la sección A del 
apéndice. Se encontraron varias zonas de homología entre las 15 secuencias, y aquellas que no 
mostraban consenso, se debía a que en una o dos especies difería con las demás ya que tenían 
una preferencia por una base, o bien entre las 15 especies existía una prevalencia parcial por 
dos bases diferentes principalmente. La secuencia utilizada para la búsqueda de los cebadores 
degenerados presenta una longitud total de 646 pb. 
 
ii. DISEÑO DE CEBADORES DEGENERADOS PARA LA AMPLIFICACIÓN DE PROLACTINA DE 
PERCIFORMES. 
Las parejas de oligos sintetizadas en la empresa Metabion international AG se muestran 
en la tabla que aparece a continuación. Las degeneraciones se encuentran marcadas en 
naranja. 
 
Nº en alineamiento Organismo Nº Acceso en Nucleotide 
1 Amphiprion melanopus HQ441171.1 
7 Oreochromis mossambicus  KC702513.1 
11 Oreochromis urolepis hornorum KC702509.1 
13 Lateolabrax japonicus KC534883.1 
14 Lates calcarifer GU556215.1 
28 Epinephelus coioides AY513648.1 
46 Pagrus major AB219243.1 
30 Oreochromis niloticus M27010.1 
33 Amatitlania nigrofasciata HM012478.1 
34 Epinephelus coioides AY169407.1 
36 Sparus aurata AF060541.1 
37 Trichogaster trichopterus AY765377.1 
39 Acanthopagrus schlegelii AY929158.2 
44 Rhabdosargus sarba DQ202396.1 
45 Thunnus thynnus AB222035.1 
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Tabla 7.Parejas de oligos degenerados para la amplificación de prolactina en perciformes. 
 
El tamaño de amplicón generado para la pareja de cebadores externos es de 529 pb 
mientras que para el interno es de 472 pb. No obstante, cabe resaltar que esta longitud hace 
referencia a la secuencia consenso, pudiendo verse modificada en distintas especies de 
perciformes en el caso de que hayan sufrido inserciones o deleciones. Los resultados obtenidos 
en las reacciones de PCR se muestran a continuación: 
I. Amplificación del plásmido aislado (PCR 1 y PCR2) 
Se realizaron dos PCR diferentes usando los cebadores externos en una de ellas y 
en la otra el juego de cebadores internos (Tabla 8). 
















Pr Ext Fw 
5’ – CTG CTB GAB CGA GCC TCT CAG – 3’ 




Pr Ext Rev 
5’ – TTT GCH GCC CGG CAG CGB AGG – 3’ 
H = A, C o T 






Pr Int Fw 
5’ – TCT GAC ANA CTG CAC TCC CTC – 3’ 




Pr Int Rev 
5’ – GCT GTC RAT CTT GTG VGA GTC – 3’ 
R = A o G 
V = A, C o G 
61,3 ºC 
PCR 1 PCR 2 
Reactivo Volumen  Reactivo Volumen  
Master Mix One 
Taq NEB 
12.5 µl Master Mix One 
Taq NEB 
12.5 µl 
Pr Ext Fw 2.5 µM 2 µl Pr Int Fw 2.5 µM 2 µl 
Pr Ext Rev 2.5 µM 2 µl Pr Int Rev 2.5 µM 2 µl 
pBS plásmid (1:10) 1 µl pBS plásmid (1:10) 1 µl 
Agua 7.5 µl Agua 7.5 µl 
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En el gel de la Figura 5 se puede ver el resultado de ambas amplificaciones. Las 
muestras se encuentran distribuidas de la siguiente forma: (1) marcador molecular EZ-
Vision® 1kb Ladder (Amresco), (2) PCR2 y (3) PCR1. Como se puede observar, se han 
obtenido dos productos de amplificación, uno de aproximadamente 1000 pb en PCR2 (2) 
correspondiente a la amplificación con cebadores internos y otro en PCR1 (3) en torno a 
500 pb, donde se usaron los cebadores externos. El CDS de PRL de dorada debería de dar 
un producto de 474 pb y 530 pb según se usen cebadores internos o externos. En vista a los 
resultados obtenidos con los cebadores internos, se debe de haber producido un error en 
la amplificación, producida por una inespecificidad o por contaminación de la muestra. Por 
ello se propuso la realización del siguiente experimento para verificar la capacidad de 
amplificación de los distintos oligos en combinación. La pareja de cebadores externos 
funcionaba como se esperaba, ya que en el pocillo (3) se observa el amplicón de 













II. Reamplificación a partir del producto de PCR anterior. 
Las reacciones llevadas a cabo en esta reamplificación se denominaron de la siguiente forma: 
PCR a PCR b PCR c 
Reactivo Volumen Reactivo Volumen Reactivo Volumen  
Master Mix One 
Taq NEB 
12.5 µl Master Mix One 
Taq NEB 
12.5 µl Master Mix One 
Taq NEB 
12.5 µl 
Pr Int Fw 2.5 µM 2 µl Pr Ext Fw 2.5 µM 2 µl Pr Int Fw 2.5 µM 2 µl 
Pr Ext Rev 2.5 µM 2 µl Pr Int Rev 2.5 µM 2 µl Pr Int Rev 2.5 µM 2 µl 
Producto PCR-1(1:10) 2 µl Producto PCR-1(1:10) 2 µl Producto PCR-1(1:10) 2 µl 
Agua 6,5 µl Agua 6,5 µl Agua 6,5 µl 
Tabla 9. Reactivos de PCR para la reamplificación del producto de PCR1 (PRL de dorada). 
6 kb → 
3 kb → 
 2,5 kb → 
1,5 kb → 
1 kb → 
500 pb → 
10 kb → 
4 kb → 
2 kb → 
Figura 5. Gel de electroforesis de PCR 1 y PCR 2. 
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Las muestras cargadas en el gel se encuentran en el siguiente orden: (1) marcador 
molecular EZ-Vision® 1kb Ladder (Amresco), (2) producto PCR1, (3) producto PCRa, (4) 
producto PCRb y (5) Producto PCRc (Figura 6). Los resultados en este gel muestran 
amplificación en las tres reacciones efectuadas en una única banda de en torno a 500 pb, 
un tamaño esperado. Además se añadió el producto de PCR1 al gel para compararlo con el 
resto de productos. Los tamaños de los productos además concuerdan con la pareja de 
cebadores utilizados, ya que la PCRc (5) que utilizaba los dos internos, presenta el menor 
tamaño entre todos, y  PCRa (3) y PCRb (4) que combinaba un externo con un interno, 












Este gel muestra por tanto, que todos los cebadores son capaces de amplificar 
específicamente la PRL en dorada perteneciente al orden de perciformes, ya que se obtienen 
tamaños compatibles con los esperados para la utilización de los cebadores diseñados. 
Una vez obtenidos resultados que parecen indicar que los cebadores degenerados 
diseñados amplifican la PRL de dorada se procede a trabajar en los siguientes experimentos 
con muestras de corvina. A través de estos experimentos, además de comprobar la capacidad 
de amplificación de PRL en otra especie de perciformes de los cebadores degenerados, se 
verifica que el fragmento amplificado pertenece a PRL mediante la secuenciación de este. 
  
3 kb → 
 2,5 kb → 
1,5 kb → 
1 kb → 
500 pb → 
10 kb → 
4 kb → 
2 kb → 
Figura 6. Gel de electroforesis de PCRa, PCRb y PCRc 
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iii. CLONAJE DE ADNC DE PROLACTINA DE  CORVINA (Argyrosomus regius). 
I. Retrotranscripción 
Los diferentes productos obtenidos en la retrotranscripción (con oligos dT [odT], 
oligos aleatorios de seis nucleótidos [rhx] y el control de β-actina [HeLa]) se amplificaron 
utilizando los cebadores que aparecen en la tabla 10.  
Tabla 10. Reacción de PCR para la comprobación de la amplificación con los oligos degenerados de ADNc de PRL de corvina. 
 
Los resultados de la electroforesis se muestran en la Figura 7. La distribución de  las 
muestras son: (1) marcador molecular SERVA FastLoad 100 pb DNA ladder, (2) producto 
PCR HeLa (control positivo de la retrotranscripción), (3) producto PCR rhx y (4) producto 
PCR odT. El control positivo de la retrotranscripción de β-actina a partir de ARNm de 
células HeLa confirma que se ha efectuado la retrotranscripción satisfactoriamente. Sin 
embargo solo se observa una banda de aproximadamente 500 pb en la muestra 
retrotranscrita por rhx (3), que se puede corresponder a la amplificación de PRL mientras 
que en el producto de PCR odT (4) no se observa esta banda. Esto puede deberse a que los 
ARNm retrotranscritos por la estrategia de cebadores oligo dT no hayan generado ADNc de 
longitud suficiente como para que pudieran ser amplificados por la pareja de oligos 
externos o bien que su señal de poliadenilación estuviera degrada por un incorrecto manejo 
de las muestras de ARNm. Las bandas inferiores en (3) y (4) pueden representar la 
formación de dímeros de primer. 
 
  
PCR odT PCR rhx PCR HeLa 
Reactivo Volumen Reactivo Volumen Reactivo Volumen  
Master Mix One 
Taq NEB 
12.5 µl Master Mix One 
Taq NEB 
12.5 µl Master Mix One 
Taq NEB 
12.5 µl 
Pr Ext Fw 2.5 µM 2 µl Pr Ext Fw 2.5 µM 2 µl Pr sense  1 µl 
Pr Ext Rev 2.5 µM 2 µl Pr Ext Rev 2.5 µM 2 µl Pr antisense 1 µl 
ADNc oligo dT 2 µl ADNc Random hex 2 µl ADNc  β-actina 1 µl 
Agua 6,5 µl Agua 6,5 µl Agua 9,5 µl 
Figura 7. Resultado de la retrotranscripción 
500 pb → 
400 pb → 
300 pb → 
200 pb → 
100 pb → 
3000 pb → 
1500 pb → 
1000 pb → 
700 pb → 
900 pb → 
600 pb → 
800 pb → 
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Posteriormente se procedió a la reamplificación del producto generado en la PCR rhx 
para confirmar que la banda obtenida en el carril (3) de la electroforesis anterior se 
corresponde con ADNc de PRL de corvina además de aumentar la especificidad de la 
amplificación. Las diferentes amplificaciones se muestran en la tabla 11. 












En la Figura 8 se presentan los resultados de la reamplificación del producto rhx. Las 
muestras se disponen en el gel así: (1) SERVA FastLoad 100 pb DNA ladder, (2) producto de 
PCR rhx 1, (3) producto de PCR rhx 2, (4) producto de PCR rhx 3 y (5) producto de PCR rhx 4. 
En todos los casos se observa una banda de amplificación de un tamaño aproximado a 500 pb, 
con las pequeñas variaciones debidas a la pareja de cebadores usada en cada caso. En (2) se 
observa la banda más alta, que corresponde a un mayor peso molecular, por lo que concuerda 
con el producto de cebadores externos; (3) muestra la banda de menor tamaño, en la que se 
usaron los cebadores internos y por tanto el amplicón que generan es el de menor longitud 
mientras que (4) y (5) muestran tamaños intermedios apropiados a la combinación de oligos 
externos e internos. El hecho de que se haya producido amplificación en los cuatro casos con 
cebadores específicos de PRL de perciformes, con un tamaño de longitud próximo al esperado, 




PCR rhx 1 PCR rhx 2 
Reactivo Volumen Reactivo Volumen 
Master Mix One Taq NEB 12.5 µl Master Mix One Taq NEB 12.5 µl 
Pr Ext Fw 2.5 µM 2 µl Pr Int Fw 2.5 µM 2 µl 
Pr Ext Rev 2.5 µM 2 µl Pr Int Rev 2.5 µM 2 µl 
Producto PRC rhx (1:20) 2 µl Producto PRC rhx (1:20) 2 µl 
Agua 6,5 µl Agua 6,5 µl 
PCR rhx 3 PCR rhx 4 
Reactivo  Volumen Reactivo Volumen 
Master Mix One Taq NEB 12.5 µl Master Mix One Taq NEB 12.5 µl 
Pr Ext Fw 2.5 µM 2 µl Pr Int Fw 2.5 µM 2 µl 
Pr Int Rev 2.5 µM 2 µl Pr Ext Rev 2.5 µM 2 µl 
Producto PRC rhx (1:20) 2 µl Producto PRC rhx (1:20) 2 µl 
Agua 6,5 µl Agua 6,5 µl 
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II. Clonación del ADNc de PRL de corvina 
Una vez comprobada la naturaleza del ADNc obtenido en la retrotranscripción se 
procedió a su clonación con el objetivo de secuenciar ese ADNc en el plásmido 
pJET1.2/blunt. Los fragmentos clonados fueron los generados en las PCR rhx 3 y rhx 4. A 
partir de cinco colonias individuales que habían crecido tras  la transformación en cada una 
de las placas, se realizó el correspondiente aislamiento de plásmidos que  contenían la PRL 
de corvina como inserto. Antes de enviarlos para secuenciar, se verificaron mediante PCR 
que contenían el inserto de ADNc usando dos máster mix adecuadas para cada inserto, una 
para los insertos de rhx 3 y otra para los insertos de rhx 4 (Tabla 12). 









Máster mix rhx 3 Máster mix rhx 4 
Reactivo  Volumen Reactivo Volumen 
Master Mix One Taq NEB 69 µl Master Mix One Taq NEB 69 µl 
Pr Ext Fw 2.5 µM 11 µl Pr Int Fw 2.5 µM 11 µl 
Pr Int Rev 2.5 µM 11 µl Pr Ext Rev 2.5 µM 11 µl 
Agua 36 µl Agua 36 µl 
500 pb → 
400 pb → 
300 pb → 
200 pb → 
100 pb → 
3000 pb → 
1500 pb → 
1000 pb → 
700 pb → 
900 pb → 
600 pb → 
800 pb → 
Figura 8. Gel de electroforesis de amplificación del ADNc de 
corvina 
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En este gel (figura 9) se muestra el resultado de amplificar los plásmidos aislados 
que contenían como inserto el fragmento rhx 3 (pocillos 3 a 7) y los que contenían el 
fragmento rhx 4(pocillos 9 a 13). En (1) se cargó el marcador SERVA FastLoad 100 pb DNA 
ladder, y en (2) un control negativo de la PCR en la que se añadieron todos los reactivos 
excepto el plásmido para comprobar si el stock de trabajo tenía contaminación de muestra. 
Como puede observarse, en (2) solo aparece la formación de dímero de primer, mientras 
que en todas las muestras de plásmido se evidencia la presencia del inserto de PRL ya que 
aparece una banda en los 500 pb. Una vez elegidas las muestras en función de su 












El resultado de la secuenciación en sentido directo (forward) e inverso (reverse) de 
los distintos clones rhx 3 y rhx 4 (datos no mostrados) se trataron para eliminar los restos 
de vector mediante la herramienta VecScreen  
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/vecscreen/) del National Center for Biotechnology 
Information y posteriormente se alinearon en el software online ClustalW2  perteneciente 
a los servicios online del European Molecular Biology Laboratory, para generar la 
secuencia consenso de PRL. A continuación se muestran las dos secuencias consenso 




Figura 9. Gel de electroforesis de productos de PCR a partir de plásmidos con ADNc. 
500 pb → 
400 pb → 
300 pb → 
200 pb → 
100 pb → 
3000 pb → 
1500 pb → 
1000 pb → 
700 pb → 
900 pb → 
600 pb → 
800 pb → 
 ENSAYOS Y RESULTADOS. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 
Página | 31 




















A partir de las secuencias obtenidas, se han realizado búsquedas en Nucleotide BLAST 
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn&PAGE_TYPE=BlastSearch&LI
NK_LOC=blasthome), para ver con qué gen eran asociadas. Los resultados se correspondían 
a ARNm de PRL de peces, por lo que se puede asegurar que la secuencia obtenida pertenece al 
ADNc de PRL de corvina. La secuencia  proveniente de rhx3 comparte un 91% de identidad de 
secuencia con PRL de Sparus aurata (nº ac: AF060541.1) y 90% con PRL de Rhabdosargus 
sarba (nº ac: DQ202396.1). La secuencia de rhx 4 sin embargo mostraba un 89% de identidad 
de secuencia con la PRL de Sebastes schlegelii (nº ac: JF823660.1) y Perca flavescens (nº ac: 
AY332491.3).  
Por último la secuencia obtenida a partir de los clones se introdujo en la base de datos 
online GenBank como PRL de corvina y el acceso se hará público el 31 de julio de 2015, con el 
número de acceso KP984534. 
Para comparar ambas secuencias consenso entre sí se realizó un alineamiento con Clustalw2, 
el cual se muestra a continuación. 
  
ENSAYOS Y RESULTADOS. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 
 
    Página | 32  
Resultado del alineamiento: 
rhx4. ----------------------------ACAGACTGCACTCCCTCAGCACAACGCTCACT 32 
rhx3. CTGCTGGAGCGAGCCTCTCAGCGCTCTGACATGCTGCACTCCCTCAGCACAACTCTCACC 60 
                                  *** .******************** *****  
rhx4. CAAGACCTGGACTCTCATTTCCCTCCTATAGGTCGGGTGATTATGCCCCGCCCCTCAATG 92 
rhx3. AAAGATCTGAGCAACCACGTCCCACCTGTAGGCTGGACGATGATGCCCCGCCCCCCATTG 120 
      .**** ***..*:. **  ****:***.****  **. *** ************ **:** 
rhx4. TGCCACACCTCCTCTCTGCAGACACCCAATGACAAGGAGCAAGCCCTGCAAGTATCAGAG 152 
rhx3. TGCCACACCTCCTCTCTACAGACACCCAATGACAAGGAGCAAGCTCTGCAATTGTCAGAG 180 
      *****************.************************** ****** *.****** 
rhx4. TCAGACCTGATGTCATTGGCTCACTCACTGCTCCAAGCCTGGTTTGACCCCCTGGAAGTC 212 
rhx3. TCGGACCTGATGTCATTGGCTCGCTCACTGCTCCAAGCCTGGTTTGACCCCCTGGAAGTC 240 
      **.*******************.************************************* 
rhx4. CTGTCCACTTCTGTTAAGACCCTGCCTCACCCAGCCCAAAACAGCATATCCAACAAGCTC 272 
rhx3. CTGTCCACTTCTGTTAAGACCCTGCCTCACCCAGCCCAAAACAGCATATCCAACAAGCTC 300 
      ************************************************************ 
rhx4. AAGGAGCTGCAGGAGCACTCCAAGAGCCTGGGAGACGGCCTGAACATCTTATCTGGCAAG 332 
rhx3. AAGGAGCTGCAGGAGCACTCCAAGAGCCTGGGAGACGGCCTGAACATCTTATCTGGCAAG 360 
      ************************************************************ 
rhx4. ATGGGTCCGGCGGCTCAGACCATCTCCTCACTGCCCTACAGAGGTGGCAATGACATCGGC 392 
rhx3. ATGGGTCCGGCGGCTCAGACCATCTCCTCACTGCCCTACAGAGGTGGCAATGACATCGGC 420 
      ************************************************************ 
rhx4. CAGGATAGGATTTCCAAACTGACCAACTTCCATTTCTTGTTGTCCTGCTTCCGCCGGGAC 452 
rhx3. CAGGATAGGATTTCCAAACTGACCAACTTCCATTTCTTGTTGTCCTGCTTCCGCCGCGAC 480 
      ******************************************************** *** 
rhx4. TCCCACAAGATTGACAGCTTCCTCAAAGTCCTCCGCTGCCGGGCAGCAAA 502 
rhx3. TCCCACAAGATCGACAGC-------------------------------- 498 
      *********** ******                                 
 
Las secuencias se muestran alineadas entre sí. Se observa tanto en el extremo 5’ de la 
secuencia proveniente de rhx 3 como en el extremo 3’ de la secuencia de rhx 4 zonas en las que 
solo se ha secuenciado en uno de los insertos, como es lógico, debido a los cebadores utilizados 
en la amplificación del ADNc anterior al clonaje. Ambas secuencias presentan un alto grado de 
homología, pero al observar la zona 5’  hay varios cambios puntuales en las bases. Estos 
cambios no pueden deberse a errores de la polimerasa durante la secuenciación ya que estos 
habrían quedado subsanados tras el alineamiento de las secuencias obtenidas para cada 
inserto. Por lo tanto, es plausible que estas diferencias se deban a la existencia de dos isoformas 
diferentes de PRL en corvina, al igual que en otros perciformes como puede consultarse en la 
bibliografía15,20,24. Esto puede explicar también por qué en la búsqueda en BLAST los resultados 
mostraban identidad de secuencia con PRL de distintas especies. A partir de este punto pueden 
llevarse a cabo más investigaciones sobre las diferencias en estas secuencias, realizando 
amplificaciones rápidas de extremos de ADNc (RACE) para obtener la secuencia completa y 
estudiar sus posibles diferencias en las funciones biológicas que desempeñen.  
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iv. DISEÑO DE CEBADORES PARA CUANTIFICACIÓN DE ARNm DE PROLACTINA MEDIANTE 
PCR CUANTITATIVA (qPCR). 
Los oligos específicos diseñados a partir de la secuencia para la cuantificación se muestran a 
continuación en la tabla 13.  
Tabla 13. Cebadores específicos diseñados para la cuantificación de ARNm de PRL de corvina. 
Según los resultados obtenidos en las dos qPCRs para la optimización de los cebadores, 
se determinó que la pareja de cebadores que mostraba mejor eficiencia y linealidad en la 
cuantificación fue la pareja de cebadores PRL3 (resaltada en la tabla), a una concentración de 
200 nM y una temperatura de hibridación y extensión de 60ºC. El valor de la eficiencia fue de 
0,96 con un r2 de 0,996. En las curvas de temperatura de fusión se mostraba un único producto 
de amplificación, específico de la PRL, mientras que en los controles negativos no se mostró 
ningún tipo de artefacto como resultado de formación de dímeros de primer o amplificación 
de ADN genómico.  
v. CUANTIFICACIÓN DE ARNM DE PROLACTINA DE Argyrosomus regius ACLIMATADA A 
DIFERENTES CONDICIONES DE SALINIDAD. 
A continuación se muestran los datos de la expresión relativa de PRL en relación a las 
diferentes salinidades. El análisis de valores atípicos no reveló ningún valor fuera del grupo de 
forma significativa. Según los datos obtenidos en el test ANOVA la salinidad afecta 
significativamente al nivel de expresión relativa de PRL para P<0,01. El test de Tukey agrupa 
las salinidades en tres grupos diferentes, siendo el de 38 ‰ resultado de una combinación del 




























5’ – CGG AAG CAG GAC AAC AAG AAA – 3’ 
 
Pos: 232 
PRL 3 Fw 
61,2ºC Directo 






5’ – GAG TGC TCC TGC AGC TCC TT – 3’ 
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Los valores de expresión relativa se han 
obtenido mediante el método ΔΔCT, por lo 
tanto el nivel de expresión obtenido en estas 
tablas para cada valor de salinidad está 
definido en relación al nivel de expresión 
obtenido para el gen de la β-actina. La 
expresión de β-actina era constante en todas 
las muestras, mostrando un valor medio de 
16,04 y un error estándar de 0,2, lo que 
confirma que la expresión de este gen no se 
ve afectada por el nivel de salinidad y por lo 
tanto se puede usar como control interno.  
En cada nivel de salinidad, se ha realizado la 
media del valor de expresión relativo para 
todos los replicados biológicos, y se ha 
analizado la dispersión de estos valores 
mediante el error estándar. Como se puede 
observar, este valor es mínimo, 
corroborando que la expresión no es 
aleatoria sino que se debe al ambiente salino 
al que se encuentra aclimatado el individuo. 
Los valores de expresión de PRL se 
modifican de manera inversa al nivel de 
salinidad, observándose el mayor nivel de 
expresión en las condiciones hipoosmóticas 
y disminuyendo gradualmente al aumentar 
la salinidad externa. Este resultado 
concuerda con el papel osmorregulador de 
la PRL, ya que en agua dulce se aumenta su 
expresión para que promueva la reducción general de la permeabilidad en los tejidos y la 
retención de iones.  
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En la figura 7a se representan los valores medios de cada nivel de expresión junto a su 
error típico para cada salinidad en un diagrama de barras. Este diagrama permite ver de forma 
más visual el aumento de la expresión de ARNm de PRL que se produce en la hipófisis de 
corvina al aclimatar a los especímenes a salinidades inferiores. En el punto isoosmótico (12 
‰), aquella concentración de salinidad externa que es igual al medio interno, es donde el 
individuo teóricamente muestra un mayor rendimiento en el crecimiento debido a un menor 
gasto energético en los procesos osmorregulatorios. El nivel de expresión del ARNm de PRL es 
igual a la expresión del ARNm de la β-actina, determinándose entonces, que este nivel de 
expresión de PRL se produce cuando las condiciones ambientales de salinidad son óptimas 
para el crecimiento de corvina. No obstante, deben de realizarse estudios que definan la 
concentración salina óptima para el crecimiento de corvina, ya que la salinidad también puede 
afectar a la expresión de otras hormonas involucradas en la regulación del crecimiento 
somático o al nivel de ingestión y conversión del alimento. Las letras a, b y c se corresponden 
a los grupos delimitados por el test de Tukey; los valores de expresión de PRL en 38‰ de 
salinidad no se agrupan independientemente porque a causa del error estos pueden solapar 
con los grupos de 12‰ y 55‰, 
En el diagrama 7b, los niveles de PRL se normalizan con respecto el nivel de expresión 
de ARNm de PRL en las condiciones ambientales de salinidad que se da en agua de mar. Se 
observa que la expresión relativa de PRL alcanza un valor hasta 3 veces más alto que el que se 
obtiene en agua marina, en el punto isoosmótico se incrementa 1.5 veces y en un ambiente 
hiperosmótico se reduce a la mitad.  
 
a) Expresión relativa de PRL 
b) Expresión relativa de PRL 
normalizado con 38 ppt 
Figura 7. Gráficos de la expresión relativa media de PRL en distintos ambientes salinos. 
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6. CONCLUSIONES 
 
1. Las secuencias conocidas del gen de la PRL en otros perciformes presentan una alta 
homología y permiten el diseño de cebadores para la amplificación de PRL de 
diferentes especies pertenecientes al mismo orden (perciformes). 
 
2. Los cebadores degenerados diseñados amplifican el gen de PRL en dos especies 
distintas de perciformes, Sparus aurata  y  Argyrosomus regius.   
 
3. A través de estos cebadores, se ha conseguido clonar y secuenciar parcialmente el ADNc 
de la hormona PRL de Argyrosomus regius,  obteniéndose dos isoformas con alta 




4. Se ha diseñado y optimizado un ensayo para la cuantificación de la expresión de PRL 
mediante qPCR en Argyrosomus regius. 
 
 
5. La cuantificación de la expresión relativa de PRL según los niveles de salinidad al que 
se expusieron los individuos de Argyrosomus regius muestran una correlación inversa. 
La transferencia a ambientes hipoosmóticos (5‰ salinidad) induce un incremento alto 
en los niveles relativos de ARNm de PRL mientras que la transferencia a ambientes 
hiperosmóticos (55‰) provocan un fuerte descenso en la expresión relativa de la 
hormona. Esto explica la capacidad de la corvina para realizar transiciones repetidas 
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8. Apéndices 
A. Alineamiento secuencias perciformes 
33_ ATGGCTCAGAGAAAAACCAGCGGAAGCAAACTGTTCATGACAGTGTTGTGTGTGGTGACG 












1_  ATGGCTCAGAGAAGAACCAATGGAAGCAAACTGCTCCTGACAGTGTTGTACGTGGTGGCA 
13_ ATGGCTCACAGAAAAACCAATGGAAGCAAACTCTTCATGACGGTGTTGTATGTGGTGGCA 
    ***   *   **   * *   **** ***  *  *  *    *** ***     *   *  
 
33_ ATGTGCAGAGCCGTCCCCATCAGCGACCTGCTCGAGCGAGCCTCTCAACACTCTGACAAA 












1_  GCGTGTAAAGCTGTTCCCATCAGCGACCTCCTGGACCGAGCCTCTCAGCGCTCTGACAGA 
13_ GCGTGCGGCGCCGTCCCCATCAGCGACCTGCTGGACCGAGCCTCTCAGCGCTCTGACACA 
       **    **  * * * ***  ** **  * ** ** ** *****.  .** ****..   
                               Ctgct%ga%cgagcctctcag   TCTGACA%A 
 
33_ CTGCACTCGCTCAGCACAATGCTGACCCAGGAGCTGGACTCTCACTTCCCTCCTTTTGGC 












1_  CTGCACTCCCTCAGCACGATGCTCACCCGGGAGCTGGACTCTCATTTCCCTCCGATAGGC 
13_ TTGCACTCCCTCAGCACAATGCTCACCCATGAGCTGGACTCTCAGCTGCCTGCTTTGGGC 
     * ***** *******  *  ** *     *   **  *  * *  * **  *  *  *  
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33_ AGGGTGAGCATGCCGCGTCCCTCGATGTGCCACACCTCCGCTCTGCAGACGCCCATAGAC 












1_  AGAATGATCATGCCTCGCCCTGCGATGTGCCACACCTCCTCTCTGCAGACGCCCAATGAC 
13_ CGGGTGATCTTGCCCCGCCCCTCGATGTGCCACACCTCCTCTCTGCAGACGCCCATCGAC 
     *          ** ** **  *    ******** *** * **    ** ****  *** 
 
33_ AAGGAACGCGCACTTCAAGTACCAGAGTCGGATCTGCTGTCCCTGGCTCGCTCTTTGCTC 












1_  AAGGAACAAGCTCTGCAAGTGTCAGAGTCAGACCTGCTGTCTTTGGCTCGCTCCCTGCTC 
13_ AAGGAGCAGGCCCTGCAAGTGTCAGAGTCAGAACTGTTGTCATTGGCTCGCTCGCTGCTC 
    ****  *   * ** *** *  * ** **  *  ** ****  ******* **  * **  
 
33_ CAAGCCTGGTCGGATCCTCTCGTCGTCCTGTCCTCCTCCGCTAACAGCCTCCCTCACCCA 












1_  CGGGCCTGGGTGGACCCCCTGCTGGTCCTGTCCTCCTCTGCTAACACCCTGCCTCACCCG 
13_ CAAGCCTGGATGGAGCCCCTGTTGGTCCTGTCAGCCTCTGCTAACACGCTGCCTCAACCA 
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33_ GCCCAAAGCAGCATATCCAACAAGATCCAAGAGATACAGGAGTACTCCAAAAACCTCAAA 












1_  GCCCAGAACAGCATCTCCAACAAGATCCAGGAGCTGCAGGAGCACTCCAAGACCCTGGGA 
13_ GCCCACAGCACCATATCCAACAAGATCCAGGAGCTGCAGGAGCACTACAAGAGTCTGGGA                                                                    
     * ** * ** *** *  ****** ***  *** * *** ** **  ***    **     
 
33_ GATGGCCTGGATATACTATCTAGCAAGATGGGTCCAGCTGCTCAGACCATCACTACACTG 












1_  GACGGCCTGAACATACTGTCTGGGAAGATGGGTCCGGCTGCTCAGACCATGTCCCTGCTC 
13_ GACGGCCTGGACATCCTGTCTGGCAAGATGGGCCCAGCGGCTCAGACCATCTCCTCACTG 
    ** ** **  *  *  * *** * * *****   *    ** ***  ***  *    **  
 
33_ CCCTACACAGAAAGCAACAACATCGGCCAGGACAAGATTACC------------------ 












1_  CCCTACAGAGGAGGCAATGATCTCGGCCAGGACAAGATCTCCAAACTGATCAACTTCCAG 
13_ CCCTACAGAGGAGGCAATGACATCGGTCAGGACAGGATCTCCCAACTGACCAACTTCCAT 
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33_ AAACTGCTGTCCTGCTTTCGTCGGGACTCTCACAAGATTGACAGTTTCCTGAAAGTCCTG 












1_  TTCCTGCTGTCCTGCTTTCGCCGGGACTCCCACAAGATTGACAGCTTCCTGAAAGTCCTG 
13_ TTCCTGATGTCCTGCTTCCGCCGGGACTCCCACAAGATTGACAGTTTCCTGAAAGTCCTA 
       **  *******  * ** ** ***** ******** **.*..** ***** *****  
       GACTC%CACAAGAT%GACAGC  CCT% 
33_ CGCTGCCGGGCAGCAAAGATCGAACCCGAAATGTGCTGAAGCGTGA 












1_  CGCTGCCGGGCGGCAAAGATGCAGCCTGAGATGTGCTAA------- 
13_ CGCTGCCGGGCGGCAAAAGTGCAACCCGAAATGTGCTAA------- 
    *********** *****  *    **  *  **** * *        
     CGCTGCCGGGC%GCAAA 
 
